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Abstract

Turian G., Képpeli F. and Peduzzi R. 1991. Apical acidification of the germ tubes of the
aquatic fungus Saprolegnia parasitica correlated with the mycosis of acid-stressed fishes.
Bot. Helv. 101: 267-271.

The apices of germ tubes outgrown from zoospores of Saprolegnia parasitica are
normally acidified as indicated by the quenching of acridine orange fluorescence. A
correlation is proposed between this acidification and that of acid rain polluted lakes in
which fishes are more susceptible to the mycosis.

Introduction

Les «white mildews» dont font partie les champignons Oomycétes du genre Sapro-
legnia parasites des poissons sont favorisés par un abaissement du pH de leur milieu
environnant (Torrens 1984). Nous I’avons confirmé en montrant que de tels milieux
favorisent I’extension du mycélium, d’une part et, d’autre part, la différenciation de
zoospores de diverses espeéces de Saprolegnia (Peduzzi et coll. 1987, 1991).

Nous avons précédemment mis en évidence, a ’aide d’indicateurs de pH, colorants
ou fluorescents, que les apex végétatifs du champignon Ascomycéte Neurospora crassa
¢taient acidifiés (Turian 1983, McGillivray & Gow 1987) de méme que ceux d’Achlya
bisexualis (Turian et coll. 1985). Il devenait donc intéressant de rechercher ce méme effet
a l'apex des hyphes parasites d’un autre Qomycéte, Saprolegnia parasitica, et de tenter
de le mettre en corrélation avec les exigences pour un milieu de croissance acide du
champignon parasite.

Nous présentons ci-dessous ces résultats complémentaires obtenus avec Saprolegnia
et illustrant chromatiquement le virage de fluorescence («quenching») de I'orange
d’acridine démontrant I'acidification apicale de ses hyphes. Ces nouveaux documents se
superposent donc avec les images précédemment obtenues (Peduzzi et coll. 1976) de tubes
germinatifs de zoospores en voie de pénétration dans le derme de poisson.
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Matériels et méthodes

L’agent mycotique a été originellement isolé a partir de poissons malades provenant des eaux
libres. L’isolement du champignon a ensuite permis de réinfecter expérimentalement des poissons
en laboratoire et de repérer les tubes germinatifs des zoospores infectantes sur coupes de derme
colorées par imprégnation argentique (Grocott 1955).

Saprolegnia parasitica (Coker CBS 540.67) a été cultivé en milieu synthétique SPS selon Scott
et coll. (1962) récemment modifié (Peduzzi et coll. 1991). Ces cultures ont été menées a sporulation
a partir de disques de mycélium végétatif cultivé environ 72 heures sur du milileu «Corn Meal Agar»
(BBL), puis transférées dans de I’eau de robinet stérile pendant 24 heures. La carence en substances
nutritives provoque la formation de zoosporanges et la libération consécutive de zoospores. Celles-
ci, recueillies par centrifugation 4 basse vitesse, ont été mises en germination en milieu synthétique
liquide selon Powell et coll. (1972). La suspension de zoospores germées est concentrée 10 x par
centrifugation a 1000 x g pendant 10 min.

Un volume déterminé de ces plantules est ensuite mélangé avec un volume égal d’acridine organe
2-10~* M (Sigma). Ce fluorochrome est sensible aux changements de pH, sa fluorescence virant du
vert-jaune a pH neutre au rouge-orange a pH acide (Turian 1983).

Aprés exposition des zoospores germantes 10 min a "orange d’acridine, nous les avons obser-
vées avec le microscope & fluorescence Olympus BH2 et les avons microphotographiées sur film
Fujicolor 1600 ASA.

Résultats et discussion

In vivo, les tubes germinatifs émergeant de zoospores pénétrent dans le derme du
poisson perpendiculairement & sa surface (Fig. 1a). In vitro, de tels tubes issus de zoospo-
res en milieu liquide et immergés dans I’acridine orange présentent un virage de la
fluorescence de ce composé du vert-jaunitre dans le corps sporal et a la base du tube au
rouge-orangé dans leur zone apicale (Fig. 1b). On peut donc en déduire qu’a I'instar des
tubes germinatifs d’autres champignons, dont ’'Oomycéte apparenté Achlya (Turian et
coll. 1985), il existe un gradient basifuge (acropéte) d’acidification dans leur zone apicale.

L’acidité différentielle des apex d’hyphes végétatifs peut s’expliquer soit par une
libération vectorielle de protons a partir des mitochondries frontales a phosphorylation/
oxydation découplée et donc a gradient protonique dissipé dans le cytosol apical (Turian
et coll. 1985), soit par un symport de protons avec des acides aminés ou des sucres (Gow
et coll. 1984, Harold 1986). Cet influx de protons impliquant des boucles €lectriques a
cependant été récemment remis en question (Cho et coll. 1991) et il parait donc plus
plausible de considérer un modéle d’acidification apicale endogéne. A ce sujet, ’'on peut
remarquer que le virage maximal au rouge se présente dans la pointe ultime des hyphes
(Fig. 1b). )

Quel role peut donc jouer cette acidification apicale des hyphes dans leur activité
zoo-agressive? Rappelons au préalable que les champignons du genre Saprolegnia peu-
vent vivre soit a I’état de saprophytes sur des déchets organiques, soit a I’état de parasites
sur les poissons (Peduzzi et coll. 1976, Nolard-Tintigner 1981). Dans ce dernier cas, ils
présentent une forte activité protéolytique par une enzyme de type chymotrypsine libéra-
trice d’acides aminés (Peduzzi & Bizzozero 1977) et pouvant par conséquent jouer un role
perforateur du derme du poisson.

Nous pouvons suggérer que l’acidification de I’eau par les pluies devrait contrer
I’efflux sous-apical des protons par la H*-ATPase régulant ’homéostasie du pH interne
des hyphes (Slayman et coll. 1973, Slayman & Slayman 1974, Harold 1986). En consé-
quence, et suite a cette perturbation de ’homéostase du pH, 'acidité interne du tube
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Fig. 1
Tubes germinatifs issus de zoospores (z) de Saprolegnia parasitica:
a. in vivo, pénétrant (fleches) le derme du poisson et colorés par imprégnation argentique.
b. in vitro, colorés 4 I’acridine orange dont le virage de la fluorescence au rouge-orange dans 'apex
est indicatif d’une chute de pH a ce niveau selon un gradient baso-apical; celui-ci s’étage de la
fluorescence vert-jaunitre du corps sporal et de la base de son tube germinatif jusqu’a la pointe
ultime du jeune hyphe en élongation.
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germinatif et des hyphes en élongation devrait en étre accrue, spécialement dans leur zone
apicale suite a I'influx vectoriel des protons (Turian 1983). Cette acidification pourrait
présumément avoir pour double conséquence: activation d’un antiport H*/Ca** (Turian
et coll. 1985), d’une part, accroissement de I’exocytose — pouvant requérir le calcium par
analogie avec les tubes polliniques (Picton & Steer 1983, Herth et coll. 1990) — des
nombreuses petites vésicules présumément acidifiées et riches en protease, en route vers
I’apex ultime des hyphes.

En conclusion, nous pouvons penser que ’acidification des nombreux lacs alpins
sur rocs cristallins rend les «mousses blanches» a Saprolegnia d’autant plus agressives
qu’elles sont en milieu plus acide et cela jusqu’aux plus basses valeurs de pH, non
seulement défavorables et stressantes pour les poissons, mais biologiquement intolérables
a leur vie méme.

Résumé

L’apex du tube germinatif des zoospores de Saprolegnia parasitica est acidifi¢ ainsi
que le démontre le virage de fluorescence de 'acridine orange. Une corrélation est
proposée entre cette acidification et celle de ’eau des lacs pollués par les pluies acides
rendant les poissons plus vulnérables a la saprolégniose.

Nous tenons a remercier Mmes A. Fehr et F. Grange pour la preparatlon du manuscrit ainsi
que le Dr. F. Barja pour ses appuis microtechniques.
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